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1.Einleitung 
Die Entdeckung der Antibiotika zählt zu einer der größten 
Errungenschaften der Medizin des 20. Jahrhunderts. Doch deren weit 
verbreiteter und oft unkritischer Einsatz bringt auch Risiken mit sich. 
Schon bald nach Einführung der Antibiotika konnten resistente Keime 
beobachtet werden, die in der Lage waren, sich den angewandten 
Therapien zu entziehen. Zu den heute gefürchtetsten resistenten 
Erregern nasokomialer Infektionen zählt der Methicillin–resistente 
Staphylococcus aureus (MRSA).  
 
 1.1  Staphylococcus aureus (S. aureus) 
Die grampositiven Staphylococcus aureus Organismen zählen zu den 
Katalase-positiven Kokken der Familie der Micrococaceae. Sie 
zeichnen sich durch eine kugelige bis ovale Form aus und treten im 
klinischen Probenmaterial meist als Haufenkokken auf.  
Dieser Keim ist Teil der Normalflora von Mensch und Tier und zeigt 
beim Gesunden normalerweise keine Pathogenität. S. aureus 
besiedelt bevorzugt salzreiche Areale des menschlichen Körpers wie 
den Nasenvorhof, Leiste, Axilla oder Wundareale. Nicht selten tritt in 
der "gesunden" Bevölkerung eine kurzzeitige Besiedelung ohne 
äußere Anzeichen auf (asymptomatisches Trägertum) (45,3). Erst 
wenn sich die Immunitätslage des Trägers negativ verändert, kann sich 
der opportunistische Charakter dieses Keims in einer Infektion zeigen. 
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Die Virulenz des S. aureus beruht auf der Bildung verschiedener 
endogenen und exogenen Pathogenitäts- und Virulenzfaktoren. Über 
ihren toxisch-infektiösen Charakter kann die Produktion solcher 
Pathogenitätsfaktoren zu einer Vielzahl von Krankheitsbildern beim 
Menschen führen. Dazu gehören: 
 
- Alphatoxin: Abszessbildung durch membranschädigende Wirkung 
- Leukocidin: Abszessbildung durch Zerstörung von Leukozyten 
- Enterotoxin: Lebensmittelvergiftung 
- Toxic-Schock-Syndrom-Toxin 1 (TSST1): stimuliert 
Zytotoxinausschüttung und kann das sogenannte Toxic-Schock-
Syndrom auslösen 
- Exfoliatine A und B: Auflösen von Zelladhäsionen, was zur 
blasenbildenden Dermatitis exfoliativa führt 
























Tab.1: Durch S. aureus und MRSA verursachte Krankheitsbilder            - 
Modifiziert nach Linde und Lehn (25,14) 
 
Durch die Einführung der Penicilline konnte die Ausbreitung von den 
Methicillin-sensiblen S.aureus (MSSA) stark eingedämmt werden. 
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1.2 Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) 
Innerhalb der Gruppe von nosokomialen Infektionen geht heutzutage 
die Gefahr weniger vom Methicillin–sensiblen Staphylococcus aureus 
(MSSA) aus, als vielmehr von den resistenten Stämmen, die sich unter 
Antibiotika-Selektionsdruck entwickeln konnten. Schon bald nach 
Einführung der Penicilline wurden ß-Laktamase bildende Stämme 
beobachtet, die damit eine Resistenz entwickelt hatten. Man trat ihnen 
mit einem halbsynthetischen ß-Laktamase-stabilen Antibiotika, dem 
Methicillin, entgegen. Doch Anfang der 60er Jahre wurde das erste Mal 
das Auftreten von Methicillin-resistenten Stämmen, genannt MRSA, 
beschrieben. 
Der Resistenzmechanismus von MRSA beruht auf der Bildung des so 
genannten Penicillinbindungsproteins PBP 2a. Es senkt deutlich die 
Bindungsaffinität der ß-Laktamring-tragenden Antibiotika, wie der 
Penicilline und Cephalosporine, sodass eine Hemmung der 
Zellwandsynthese des S.aureus umgangen wird. Das PBP 2a wird vom 
mecA-Gen kodiert, dessen gezielter Nachweis auf Genomebene für die 
PCR-gestützte Diagnostik von MRSA genutzt werden kann. 
Bei einem positiven Nachweis von MRSA sind nicht nur die 
Therapiemöglichkeiten entscheidend eingeschränkt, auch geht die 
Infektion mit einer schlechteren Prognose, einer erhöhten Mortalität 
und einem verlängerten Krankenhausaufenthalt einher (26).  
Mittlerweile spricht man bei MRSA von einem multiresistenten Keim, 
der auch gegen andere Antibiotikaklassen wie Aminoglykoside, 
Licosamide, Makrolide, Tetracycline, Fluorochinolone, Sulfonamide, 
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etc. Resistenzen entwickelt haben kann (21, 37). Dadurch gestaltet 
sich die individuell anzuwendende Therapie als recht schwierig. Als 
Reserveantibiotikum gilt immer noch das Vancomycin – jedoch sind 
auch hier bereits einige "intermediär-empfindliche" Isolate beobachtet 
worden (sog. VISA). Die Entwicklung von Vancomycin-resistenten 
Keimen, die erstmals in Amerika beschrieben wurden, ist in diesem 
Zusammenhang besorgniserregend (21).    
Die rasante Ausbreitung von MRSA entfacht in Fachkreisen immer 
wieder Diskussionen über Hygienemanagement und MRSA-Screening 
in Krankenhäusern und größeren medizinischen Einrichtungen. MRSA 
zählte ursprünglich zu den nasokomialen Infektionen, doch gerade in 
der jüngeren Vergangenheit traten Fälle von Infektionen außerhalb 
medizinischer Einrichtungen auf. Dieser fehlende Kontakt zu 
Krankenhäusern, sowie scheinbar nicht vorhandene Risikofaktoren 
sind typisch für den als cMRSA bekannten Erreger. Er ist in 
Deutschland jedoch noch selten, im Gegensatz zu den USA, wo das 
Aufkommen 2002/03 bei bis zu 20% lag. Allerdings zeigten 
nachträgliche Analysen der Region Regensburg, dass von 1995 bis 
heute ein stetiger Anstieg von caMRSA-Isolaten zu verzeichnen ist (39, 
43, 24). Charakteristisch für caMRSA ist ein zusätzlicher 
Pathogenitätsfaktor, das Zellgift Panton-Valentine-Leukozidin (PVL). 
Multiple und rezidivierende Abszesse sind häufig die Folge und eine 
bei bis zu 37% der betroffenen Patienten letal verlaufende 
Komplikation ist die nekrotisierende Pneumonie (10). caMRSA zeichnet 
sich noch durch ein schmaleres Resistenzspektrum im Vergleich zu 
MRSA aus, was die Therapie allerdings nicht vereinfacht. Zur 
  6 
Verbesserung der Behandlung sind momentan noch Therapiestudien 
nötig (24). 
Die momentan weltweite MRSA Prävalenz ist nicht genau erfasst, doch 
geschätzte Zahlen zeigen einen sich weiter fortsetzenden Anstieg auf. 
Auch für Deutschland liegen momentan noch keine zuverlässigen 
Zahlen vor.  
Betrachtet man die vorhandenen Daten, zeigen sich deutliche lokale 
Schwankungen abhängig von Region, Krankenhaus und auch 
einzelnen Stationen innerhalb der Krankenhäuser (21, 28). In 
Deutschland existieren mehrere Überwachungssysteme, die Daten zu 
nasokomialen Infektionen und Resistenzentwicklung zentral verwalten, 
darunter auch MRSA. Die Beteiligung der Krankenhäuser an diesen 
Projekten bleibt freiwillig und ist somit nur auf einen Teil beschränkt. 
Eine Datenerhebung der Paul-Ehrlich-Gesellschaft zeigt einen stetigen 
Anstieg des MRSA Aufkommens bis auf 22,6% im Jahr 2004. Die 
statistischen Daten von 2007 sind noch in der Auswertung und sollen 
demnächst veröffentlicht werden (31)(Abb.1). 
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Abb.1: MRSA Prävalenz in Deutschland von 1990-2004 
 
Aufgrund neuerer Daten von 2007 wird von EARSS (European 
Antimicrobial Resistance Surveillance System) der europäische Trend 
so beschrieben:  
In Ländern mit niedrigen MRSA Aufkommen kann eine Erhöhung der 
MRSA-Inzidenz verzeichnet werden. In Ländern mit höheren MRSA 
Aufkommen dagegen zeigt sich entweder ein Gleichbleiben oder sogar 
ein Rückgang der MRSA Inzidenz. Dazu gehört nach der EARSS auch 
Deutschland mit einem Abfall von 20 auf 16 % (11).  
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Es konnte auch festgestellt werden, dass ein großer Anteil der 
Patienten schon bei Aufnahme besiedelt war und den Erreger nicht erst 
im Krankenhaus erwirbt (29). MRSA –Prävention bedeuten deshalb 
eine rasche Identifizierung der MRSA- Träger, strikte hygienische 
Maßnahmen und Isolierungsmaßnahmen, um eine weitere Ausbreitung 
zu vermeiden. 
Auch am Universitätsklinikum Regensburg haben sich Veränderungen 
in diese Richtung durchgesetzt. 2004 wurde das MRSA - Screening 
eingeführt. In Anlehnung der Empfehlungen des Robert-Koch-Instituts 
(36) werden dabei Risikopatienten auf MRSA untersucht, wobei 
zwischen Intensivstation und normaler Station unterschieden wird. 
Allein durch diese Maßnahme waren schon nach kurzer Zeit Erfolge zu 
verzeichnen, die sich heute - also nach einem Zeitraum von 4 Jahren 
mehr oder weniger konsequentem MRSA-Screening - eindrucksvoll 
bestätigen und auch statistisch dokumentieren lassen.  
Die höchste Identifizierungsrate erzielt man natürlich durch ein 
generelles Screening aller Neuaufnahmen. Eine solche Maßnahme 
bedeutet jedoch auch einen deutlichen Mehraufwand an Zeit für 
Klinikpersonal und Laborpersonal sowie steigende Kosten. Deshalb ist 
eine solche Strategie nur begrenzt einsetzbar (6). Ein selektives 
Aufnahme- Screening dagegen spart Kosten und zeigt dennoch 
Effizienz (44). Als positives Beispiel einer konsequenten „search and 
destroy“ Politik zählen die Niederlande und die Skandinavischen 
Länder mit einer MRSA Prävalenz von rund 1% (21). Im Gegensatz 
dazu stehen Südeuropäische Länder mit bis zu 40%, oder Deutschland 
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mit durchschnittlich 20%, wobei lokale Schwankungen zu 
berücksichtigen sind.  
 
1.3 Grundlagen der angewandten MRSA- Nachweisverfahren 
 
Methoden, die zum Nachweis von MRSA genutzt werden, sollten 
idealerweise eine hohe Sensitivität sowie Spezifität zeigen und das 
Ergebnis innerhalb kürzester Zeit liefern können, um auch auf Seite der 
Klinik zeitnah auf den mitgeteilten Befund reagieren zu können (9). 
Zum Nachweis von MRSA haben zwei Verfahren in der heutigen 
Routine ihren Platz gefunden. 
Zum einen der kulturelle Nachweis, wobei hier Bakterien entweder 
direkt oder nach Anreicherung von einem Abstrichtupfer auf 
entsprechenden Nährmedien angezüchtet und phänotypisch 
differenziert werden. Hierbei unterscheidet man grundsätzlich zwischen 
selektiven und nicht-selektiven Medien. Zum Erstgenannten zählt der in 
der Routine verwendete Columbia Agar, ein Blutagar. Auf den 
angelegten Kulturen wächst in der Regel ein breites Spektrum an 
Bakterienspezies aus dem klinischen Untersuchungsmaterial, wobei 
MSSA- bzw. MRSA- Kolonien durch ihr charakteristisches Aussehen 
und eine Reihe von biochemischen und biophysikalischen Tests 
identifiziert werden (ß-Hämolyse, Katalaseaktivität, Koagulaseaktivität, 
spezifische Tests.). Die vorhandenen Resistenzen werden in der Regel 
durch einen Agardiffusionstest mit Antibiotikaplättchen ermittelt. In 
diesem Zusammenhang sollte festgehalten werden, dass der 
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konventionelle kulturelle Nachweis nach wie vor als Goldstandard in 
der MRSA Diagnostik betrachtet wird.  
Zu den teil-selektiven Medien zählen mit Mannit angereicherte Platten. 
In diesem salzhaltigen Milieu können nur bestimmte Keime wachsen, 
darunter auch MRSA. Doch zur eindeutigen Bestimmung, muss 
dennoch die Reihe an phänotypischen Identifikationstests durchgeführt 
werden. 
Selektive Medien, wie die neueren chromogenen Nährmedien, 
erlauben, zumindest nach den Angaben der Hersteller, MRSA-Keimen 
ein selektives Wachstum auf den Platten. Die Kolonien sollen dabei 
allein durch eine typische Farbe zu erkennen sein, die durch die 
Verstoffwechslung von chromogenen Stoffen entsteht. Der Vorteil, den 
diese Medien mitbringen sollen, ist eine kürzere Kultivierungsdauer. Bei 
nicht selektiven Medien beträgt die Zeit bis zum Befund 48-72 Stunden, 
welche durch chromogene Medien auf 24 Stunden verkürzt werden 
soll. 
Ein weitaus schnelleres Verfahren zum MRSA- Nachweis ist das PCR-
Verfahren. Die Grundlage liegt in dem für die Methicillin- Resistenz 
verantwortlichen mecA –Gen. Dieser Genabschnitt codiert das PBP 2a. 
Diese Gen-Sequenz ist Teil einer sogenannten Kassette, die als 
SCCmec bezeichnet wird und immer zwischen dem S.aureus- Genom 
und einer Sequenz, genannt orfX, liegt. Von dieser SCCmec Kassette 
existieren, nicht zuletzt aufgrund der natürlichen Variabilität und der 
genetischen Mobilität dieses Sequenzelements, mehrere Typen und 
Untertypen, wobei die bei uns in Europa vorkommenden und damit für 
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die Diagnostik relevanten Typen mit SCCmec Typ I bis V bezeichnet 
werden (33). In den ursprünglichen Testkonzepten fand der mecA- 
Nachweis noch getrennt von einer S.aureus Identifizierung statt. Doch 
da koagulase-negative Staphylokokken (KONS) in ca. 80 % der Fälle 
auch eine Methicillin-Resistenz – und damit auch das mecA Gen - 
aufweisen, konnte im Fall einer Doppelbesiedelung des Patienten mit 
KoNS und MSSA und ein falsch positives PCR-Ergebnis für MRSA 
nicht ausgeschlossen werden. Deshalb findet in den neueren PCR-
Testsystemen ein gezielter Nachweis einer integrierten SCCmec 
Kassette in das S. aureus Bakteriengenom statt (33,34,30). 
Die PCR- Diagnostik basiert auf der Identifizierung und anschließenden 
Amplifizierung eines durch eine Sonde gesuchten Genabschnittes. Aus 
den zu untersuchenden Proben wird zuerst die gesamte DNA isoliert. 
In einem Reaktionsreagenz befinden sich u.a. die 4 Nukleotide als 
Bausteine der Nukleinsäuresynthese, Primer, Sonden und eine 
hitzestabile Polymerase. Die isolierte DNA und das PCR-
Reaktionsgemisch werden zusammengeführt. Die Polymerase-chain-
reaktion besteht grundsätzlich aus drei Schritten (Abb.2): 
1. Das Gemisch wird zuerst zur Denaturierung der DNA Stränge 
auf 95°C erhitzt.  
2. Danach erfolgt durch Abkühlen auf ca. 55°C die Hybridisierung 
von   komplementären Primern bzw. Sonden an das 
entsprechende DNS-Segment mit komplementärer Sequenz. 
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3. Durch einen erneuten Temperaturanstieg wird die Polymerase 
aktiv und ergänzt den Einzelstrang mit Nukleotiden zu einem 
neuen Doppelstrang.  
 
Abb.2  Ablauf einer PCR(35) 
 
Diese Abfolge wird mehrfach wiederholt, sodass am Ende Millionen 
Kopien des von den Primersequenzen flankierten DNA- Abschnittes 
vorliegen. Durch fluoreszierende Sonden und die Messung der 
Fluoreszenzintensität im Reaktionsgefäß kann der Vorgang in Echtzeit 
verfolgt werden und wird deshalb als Real-Time-PCR bezeichnet (35). 
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2. Fragestellung 
 
Da sich die Ausbreitung von MRSA als ein immer dringenderes 
Problem darstellt, sind neue diagnostische Strategien gefordert. Der 
Bekämpfung durch eine konsequente Therapie muss immer erst eine 
schnelle und eindeutige Diagnostik vorausgehen. In den letzten Jahren 
wurden unterschiedliche Modelle entwickelt und rationelle Kriterien 
festgelegt, nach denen entschieden werden kann, welche Patienten auf 
MRSA untersucht und welches Diagnostikverfahren dabei angewandt 
werden sollte. Wie schon vorher erwähnt, haben sich zwei Verfahren in 
der angewandten MRSA Diagnostik durchgesetzt.  
Für welches Nachweisverfahren sollte man sich jedoch in welchem Fall 
entscheiden? Welche Unterschiede zeigen sich in der analytischen 
Sensitivität, Spezifität und der Zeit bis zur Übermittlung des 
Ergebnisses? Doch nicht allein die Effizienz entscheidet vielerorts über 
den Einsatz, sondern auch die Kosten. Die "diagnostischen 
Werkzeuge" müssen deshalb auch auf ihre Ökonomie hin überprüft 
werden. Welche Art der Diagnostik liefert welche Qualität der 
Ergebnisse und verursacht welche Kosten? Sind sie trotz 
entsprechender Kosten unbedingt nötig? Die in den folgenden 
Abschnitten beschriebene Studie versuchte diesen Fragen 
nachzugehen, indem traditionelle kulturelle Diagnostikverfahren mit 
einer PCR-Methode verglichen wurden. 
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3. Material und Methode 
 
3.1 Studienaufbau 
In unserer Studie wurden über einem Zeitraum von 4 Monaten 175 
Patienten des Universitätsklinikums Regensburg und des 
Krankenhauses Barmherzige Brüder auf MRSA untersucht. Dafür 
wurde nach Einwilligung des Patienten jeweils ein Nasenabstrich 
durchgeführt, der am gleichen Tag im Institut für Mikrobiologie des 
Universitätsklinikums Regensburg zur Diagnosesicherung 
weiterverarbeitet wurde. Von jedem Abstrich wurden jeweils Kulturen 
auf drei verschiedenen Nährmedien angelegt und ein PCR- Nachweis 
am LightCycler 480 durchgeführt. Die beiden Methoden wurden 
anschließend in ihren Ergebnissen, ihrer Durchführungsdauer und den 
resultierenden Kosten miteinander verglichen. 
 
3.2 Voraussetzung zur Probenentnahme 
3.2.1 Genehmigung der Ethikkomission 
Vor der Durchführung der Studie wurde vom Studienleiter ein 
Ethikantrag gestellt. Nach dessen Prüfung durch die hiesige 
Ethikkommission wurde ein positives Votum erteilt. 
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3.2.2 Patientenauswahl 
Im Universitätsklinikum Regensburg wurde das Screening von 
Risikopatienten im Jahr 2004 eingeführt. Die dabei festgelegten 
Indikationen, die zur Aufnahme ins MRSA Screening-Programm 
führen, wurden an die vom Robert-Koch–Institut herausgegebenen 
Empfehlungen angelehnt (36). Zu den Risikogruppen zählen: 
- Patienten mit bekannter Infektion mit multiresistenten Erregern 
(MRE) 
- MRSA-Kolonisation/-Infektionen im Zeitraum eines Jahres vor 
Aufnahme und keine Dokumentation von drei negativen Abstrichen 
- Patienten aus Einrichtung mit hoher MRSA-Trägerrate kommend 
- Zuverlegungen aus externen Kliniken oder anderen 
Behandlungseinrichtungen, wenn der Patient innerhalb des letzten 
Jahres stationär war 
- Kontakt zu MRSA- Patienten 
In der Studie wurden Patienten nach verschiedenen Risikofaktoren 
ausgewählt, welche jedoch aufgrund der Anonymisierungsauflagen des 
Ethikvotums nicht dokumentiert festgehalten werden durften. Faktoren 
waren u.a. Patienten mit schon bekanntem MRSA, Patienten, die an 
anderen Infektionskrankheiten litten, Patienten, die aus dem Altersheim 
zuverlegt wurden und Patienten, die aufgrund ihrer Multimorbidität 
untersucht wurden. Die restlichen Patienten fielen unter "sonstige 
Risikofaktoren", die oben aufgelistet sind. 
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Die Patienten wurden vor dem Screening mündlich und schriftlich über 
die Zielsetzungen der Studie aufgeklärt, worauf sie zur Einwilligung ein 
Aufklärungsformular unterschreiben mussten. Von den Patienten 
wurde Name, Geburtsdatum, Station und Abnahmedatum festgehalten. 
 
3.2.3 Abstrichmaterial und Transport 
Für den Nachweis von MRSA – Erregern besteht die Möglichkeit 
Material an verschiedenen Körperstellen wie Nase, Wunde, Haut, 
Leiste oder Rachen der Patienten zu entnehmen. Einer der günstigsten 
Abstrichorte ist der Nasenvorhof. Allerdings wurde gezeigt, dass dabei 
nicht alle MRSA-Fälle aufgedeckt werden (5). Durch eine Kombination 
von Nase und vorliegender Wunde konnte dagegen die größte 
Sensitivität erreicht werden (Abb.3) (38). 
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Abb.3 Sensitivität für den MRSA-Nachweis nach Abstrichort (38) 
In der vorliegenden Studie wurden nur Abstriche der Nase 
durchgeführt. Das konventionelle Transportgefäß für den trocken 
angewandten Tupfer beinhaltete ein Stuart- Medium. Stuart-Medium 
wird häufig als Transportmedium verwendet und besteht aus 0,3 % 
Agar, Na-thioglycolat, Calciumchlorid, Natriumglycerolphosphat und 
einem Methylenblauzusatz. Für den Abstrich wurde sehr auf einen 
hygienischen Umgang mit den Patienten geachtet. Als besondere 
Hygienemaßnahmen wurden immer Kittel und Handschuhe verwendet. 
Bei schon bekannten MRSA- positiven Patienten wurde zusätzlich ein 
Schutzkittel, Mundschutz und Kopfhaube getragen und nach Verlassen 
des Zimmers wurden die Hände desinfiziert. Der Tupfer wurde in einem 
feuchten Medium transportiert, mit einer Labornummer gekennzeichnet 
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und am selben Tag ins Labor gebracht, sodass das Material innerhalb 
der vorgegebenen 24 Stunden weiterverarbeitet werden konnte. 
 
3.3  Probenverarbeitung zur Diagnostik im mikrobiologischen   




 Blutagar: Colombia Agar Base, VWR 1.10455 
 Mannit-Salz- Agar, VWR , 1.05404 
 CHROMagar
TM
MRSA , Mast Diagnostica MR 502 
Antibiotikaplättchen: 
 Gentamicin ( GM) 10μg, BD Nr.231299 
 Aztreonam 30 μg (ATM), BioMérieux Nr.54752 
 Ciprofloxacin 5 μg (CIP), BD Nr.231658 
Drahtösen zum Ausstreichen, Neolap Nr.333100030 
Pinzette, Roth Nr.2689.1 
Gasbrenner ,Roth, Nr. H 703.1 
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3.3.2 Anlegen der Kulturen 
Nach dem Eintreffen der Proben im Eingangslabor wurden ihnen 
Labornummern zugeteilt. Diese und das Anlegedatum wurden auf den 
Agar- Platten vermerkt.  Die angewandten Kulturverfahren 
unterscheiden sich nur marginal von der Routinediagnostik des Instituts 
für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Abteilung Bakteriologie, 
am hiesigen Universitätsklinikum. Zu den sonst verwendeten Mannit-
Agar-Platten und Blutagarplatten wurde in der Studie zusätzlich eine 
CHROMagar™Platte beimpft. Die Platten wurden jeweils in der Drei-
Ösen-Technik ausgestrichen. Auf die Blutagarplatte wurde zusätzlich 
ein Ciprofloxacin- Antibiotikaplättchen sowie ein Aztreonam- Plättchen 
aufgelegt, auf das Mannitol-Agar ein Gentamicin-Plättchen.  
Die Blutagar-Platte ist kein Selektivmedium, sodass darauf viele 
verschiedene Bakterien wachsen können. Das Antibiotikaplättchen 
dient der Wachstumshemmung von gramnegativen Keimen sowie 
Ciprofloxacin- sensitiven Staphylokokken. 
Die Mannit - Platte enthält eine leicht erhöhte Salzkonzentration, 
welche ausreicht, um viele Keime am Wachsen zu hindern. So dient 
sie als Selektivmedium für Staphylokokken. Das Gentamycin- 
Plättchen verhindert dazu das Wachstum von gramnegativen 
Stäbchen. 
CHROMagar™MRSA gehört zu den neueren Selektivmedien, welche 
speziell zur MRSA Diagnostik entwickelt wurden. Es hat sich in 
mehreren Studien mit einer hohen Sensitivität und Spezifität nach 24 
Stunden bewährt (40, 41, 14). Aufgrund einer speziellen 
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Nährbodenzusammensetzung kann MRSA spezifisch und auch visuell 
über eine typische Farbreaktion leicht erkannt werden. 
Die Platten wurden im Brutraum bei 36 °C für 48 Stunden gelagert.  
 
3.3.3 Auswertung der Platten 
Die Ergebnisse des Kulturwachstums wurden das erste Mal nach 24 
Stunden und ein weiteres Mal nach 48 Stunden abgelesen. Das 
Ablesen wurde von Mitarbeitern der Routinediagnostik durchgeführt.  
Die Auswertungen der Blutagar-Platte und der Mannit-Platte wurden zu 
einem Ergebnis zusammengefasst. Dabei hielt man zum einen fest, ob 
und in welchem Maße ein Wachstum von S.aureus und KONS zu 
beobachten war. (+++=sehr viel Wachstum; ++=viel Wachstum; 
+=mäßig Wachstum; (+)=wenig Wachstum). Zum anderen wurde 
überprüft, ob es sich bei den S.aureus Kolonien um MRSA handelte. 
Die Platten wurden darauf in mehreren Schritten getestet. 
1.Farbe der Kolonien: Auf dem Blutagar sind gelb und weiß wachsende 
Kolonien S.aureus verdächtig. Auf Mannit zählen gelbe Kolonien als 
MRSA verdächtig.  
2.Positive Hämolyse: Eine ß-Hämolyse lässt sich oft nicht schon nach 
24 Std erkennen. 
3.ATM- Plättchen: Daran wachsende Kolonien deuten stark auf gram-
positive Kokken hin.    
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4.Ciprofloxacin- und Gentamycin- Plättchen: Da bei MRSA oft eine 
Resistenz gegen Aminoglycoside und Gyrasehemmer mit einhergeht, 
gelten daran wachsende Kolonien als verdächtig.                                                                                                
5.Katalasereaktion: Mit H2O2 wird eine Katalasereaktion provoziert, 
welche auf Staphylokokken hindeutet.                                                                                    
6.Staphaurex®: Latexagglutinationstest zum Nachweis von S.aureus. 
Dafür löst der für S.aureus typische Clumping-Faktor dem 
zellwandständigen Protein A eine Gerinnungsreaktion mit dem im Test-
Kit enthaltenen Fibrinogen aus. Dieses ist zur besseren Visualisierung 
an Latexpartikel gebunden. 
7.Oxacillin-Resistenz: Getestet mithilfe einer geteilten Mueller- Hinton-
Platte, wobei eine Hälfte eine erhöhte NaCl- Konzentration besaß und 
mit Oxacillin versetzt war. Die Platte wurde bei 30 °C über Nacht 
bebrütet. Resistente Keime wie MRSA wachsen auf beiden Seiten.                                                                                            
8.Antibiotikaresistenzen: Zuletzt wurden die verdächtigen Kolonien 
nach den Richtlinien des NCCLS auf ihre unterschiedlichen 
Resistenzen getestet. Hierbei wurde ein Agardiffusionstest auf einer 
Mueller- Hinton- Platte durchgeführt der mit verschiedenen 
Antibiotikaplättchen versehen war. Die Platte wurde über Nacht bei 
36°C bebrütet. Die Auswertung erfolgte in Abhängigkeit vom 
Durchmesser des entstandenen Hemmhofes um die Plättchen. Dabei 
unterschied  man zwischen E= Empfindlich, I= Intermediär und R= 
Resistent.                               
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Im Gegensatz dazu wurde die CHROMagar™-Platte auch quantitativ 
untersucht. Nach 24 Stunden wurde zum einen festgehalten, wie viele 
Kulturen insgesamt gezählt werden konnten und zum anderen, wie 
viele davon als MRSA identifiziert wurden. Die Platten wurden dafür im 
Rahmen der Routinediagnostik abgelesen. MRSA- Kolonien zeigen 
sich nach Herstellerangaben als malven-/ rosafarben, im Gegensatz 
dazu werden andere Keime als farblos oder gelb sichtbar. 
Nach 48 Stunden wurde das zweite Mal abgelesen, wobei man hier nur 
die Anzahl der malven-/rosafarbenen Kolonien festhielt. Zur 
Absicherung des Ergebnisses wurde an den verdächtigen Kolonien der 
S. aureus-spezifische Latex- Agglutinationstest Staphaurex® 
durchgeführt.  
3.3.4   Befund 
Sobald ein eindeutiges Ergebnis durch Kultivierung auf der Mannit- und 
Blutagarplatte vorlag, wurde ein Abschlussbefund für den Patienten 
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3.4 Probenverarbeitung zur Diagnostik im molekular-
biologischen Labor am Institut für medizinische 
Mikrobiologie und Hygiene der Universität Regensburg 
 
Mithilfe neuerer PCR– Technologie wurde ein weiterer MRSA- 
Nachweis durchgeführt, der im Vergleich zum konventionellen 
Kulturnachweis in kürzerer Zeit durchführbar ist. In diesem Fall fand 
eine Real- time PCR (=Echtzeit PCR) statt. Diese lässt zu, dass man 
mithilfe von fluoreszierenden DNA-Sonden den Amplifizierungsverlauf 
nach Detektion spezifischer Targets mitverfolgen kann. 
3.4.1     DNA- Isolation 
3.4.1.1  Material zur DNA- Isolation 
Reagenzien und Verbrauchsmaterialien : 
- S.E.T.S. ( Swab Extraction Tube System) Cat.No.:3 315568, 
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland  bestehend aus 
einem: 
o Innengefäß mit Schnappdeckel und Loch am Boden 
o    Außengefäß mit Schraubdeckel als Reaktionsgefäß  
-     Lysostaphin 5mg/ml  
-     Proteinase K, recombinant, PCR Grade, Cat.No. 03 115 836 001 
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- MagNA Pure LC Compact Nucleic Acid Isolation Kit I, Cat. No. 03 
730 964 001, Roche Diagnostics GmbH Mannheim. 
 
Geräte : 
-      Engel- Löter B 50 A 
-      Vortex-Genie2
®
, Bender und Hobein AG, Zürich, Schweiz 
-      Thermomixer comfort, 5437, Eppendorf – Netheier – Hinz GmbH,  
        No. 535002156                                                                                                                               
-   Centrifuge 5417R , Eppendorf, No. 5000046788 
 
3.4.1.2 Extraktion des Abstrichmaterials 
 
Vor der eigentlichen DNA-Isolierung, die automatisiert ablief, musste 
die eingetroffene Probe manuell aufbereitet werden. Der Abstrich 
wurde mithilfe des Engel- Löters von seiner Halterung abgetrennt und 
in das S.E.T.S. Innengefäß, das im Außengefäß steckt, eingebracht. 
Das Innengefäß wurde gut verschlossen und das Ganze darauf für 1 
Minute bei 4400 rpm zentrifugiert. Anschließend konnte das 
Innengefäß mit dem Tupfer verworfen werden. Das Zentrifugat befand 
sich nun im Außengefäß.  
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Hierzu wurden nun 230μl Bacteria Lyse Buffer hinzugefügt, welches die 
Zellen zerstört, um die DNA leichter isolieren zu können. Zur 
Unterstützung der lysierenden Wirkung kommen die Proben für 1 
Minute in den Vortex. 
10 μl Lysostaphin wurden weiter hinzugegeben, ein spezifisches 
Enzym, das eine Lyse der Bakterienzellwand von Staphylokokken 
bewirkt und damit die Ausbeute für die DNA-Isolierung erhöht. Die 
Proben wurden für mind. 10 Min auf 37°C im Thermomixer erhitzt. 
Nach kurzem Herunterzentrifugieren wurden 20μl Proteinase K 
hinzugefügt, welche die Aufgabe hat, die Proteinkomponenten des 
verbleibenden Zell-Lysats proteolytisch zu verdauen. Die Proben 
wurden erst für mind. 10 Min auf 65°C und anschließend zur 
vollständigen Inaktivierung der Proteinase K ein weiteres Mal für mind. 
10 Min auf 95°C erhitzt. 
 
3.4.1.3  DNA-Isolierung durch den Magna Pure LC 
 
Die Proben waren nun soweit aufbereitet, dass sie in den MagNa Pure 
überführt werden konnten, wo die endgültige Aufreinigung der isolierten 
DNA stattfand. Das Gerät musste davor mit Elution Tubes (2 ml) und 
Elution Tube Caps bestückt werden, die zuvor mit Labornummer und 
Datum beschriftet wurden. Weiter wurde ein MagNA Pure Compact Tip 
Tray, welches 3 Pipetten beinhaltete, und das Nucleic Acid Isolations 
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Kit I, welche in Fächer abgegrenzte Reaktionskomponenten enthält, 
eingesetzt.  
Jeder Lauf beinhaltete zusätzlich eine Negativ-Kontrolle, um 
Verunreinigungen und eventuelle Kontaminationen aufzuzeigen und 
eine Positiv-Kontrolle, um eventuelle Pipettierfehler bei der Herstellung 
der PCR-Reaktionsgemische deutlich zu machen.  
Um den MagNa Pure zu starten, musste das entsprechende Programm 
am Gerät gewählt werden. Nach ca. 30 Min war die DNA- Isolierung mit 
dem MagNA Pure Compact beendet. Das Eluat, das sich nun in den 
Elution Tubes befand, wurde nun entnommen und gut verschlossen. 
 
3.4.2       PCR mit dem LightCycler® 480 
3.4.2.1    Materialien für die PCR 
Verbrauchsmaterialien und Reagenzien : 
-    LightCycler® DNA Master HybProbe 
-    LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 
-    Pipetten 
Geräte:  
-     Centrifuge 5804, Eppendorf, No.580400352 
-     LightCycler®480 
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3.4.2.2    Herstellung der Master-Mix Lösungen 
Um MRSA in der Probe durch eine PCR nachweisen zu können, 
müssen die dafür benötigten, reaktiven Komponenten in einer Master-
Mix-Lösung (MIX1) zusammengeführt werden. 
Dazu wurden für je eine Probe 6,8 μl H2 0, 3,2μl MgCl2, 0,1μl Primer 
orf-x1, 0,1μl Primer orf-x3, 0,1μl Primer orf-x6a, 0,1μl Primer mec-AMS, 
1,33 μl HybProbe mec-Am-HP3, 1,33 μl HybProbe mec-AM-HP4 und 
2μl LC Fast Start in ein Reagenzgefäß pipettiert und kurz vermischt. 
Bei mehreren Proben, dazu zählt auch die immer mitgeführte Positiv 
und Negativ- Kontrolle, mussten die Mengen um das entsprechende 
vervielfacht werden.  
Zusätzlich fand bei jeder Probe ein quantitativer PCR Nachweis des 
humanen ß-Globin-Gens statt. ß- Globin ist Teil des menschlichen 
Hämoglobins und somit in jeder menschlichen Zell-DNA verschlüsselt. 
Der Nachweis dient der Qualitätskontrolle. Zum einen kann eine 
Inhibition erkannt werden, d.h. ob etwas wie Nasensalbe oder 
Ähnliches eine Inhibitionsreaktion herbeigeführt hat. Dafür wird der 
späteren Amplifizierungskurve entnommen, ob die quantitativen Werte 
in dem für ß-Globin charakteristischen Bereich liegen. 
Der andere Grund ist die Kontrolle des Abstrichs. Denn gleich von 
welcher Körperregion die Probe entnommen wurde, werden auch 
menschliche Zellen dabei abgestrichen, die nachweisbar sein müssen.   
Dafür wird ein zweiter Master-Mix (MIX2) hergestellt.  
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Pipettiert werden 7,2μl H20,  MgCl 2,4μl, 0,25μl Beta-LCF, 0,5μl ß-
Globin 339r, 1,33 μl Beta- HP3, 1,33μl Beta- HP4 und 2μl LC Fast 
Start. 
Die Proben werden für jeden Master- Mix einmal angesetzt. Dafür 
pipettiert man 15 μl der jeweiligen Master– Mix Lösung in die 
Vertiefungen der LightCycler® 480 Multiwell Plate 96. Dazu kommen 
jeweils 5 μl des DNA- Isolats.   
Für die Positiv Kontrolle werden 5μI verdünnter MRSA- DNA 
hinzugefügt. 
In der Negativ -Kontrolle fehlt DNA- Eluat. 
Die befüllte Platte wird mit einer speziellen Folie verschlossen und 
danach für 2 Minuten bei 1500xg zentrifugiert. Die Proben sind nun 
soweit, dass sie in den LightCycler eingelegt werden können, wo die 
PCR stattfindet. 
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Nasen-Abstriche
1 Min. zentrifugieren 











je 5 μl Eluat





PCR – Direktnachweis von MRSA
 
Abb.4 Übersichtsschema des PCR - Direktnachweises 
 
3.4.2.3 Ablauf der PCR 
In dem Versuch wird eine Hot-Start Polymerase verwendet. Diese hat 
die Eigenschaft, dass ihre Aktivität bei normalen Temperaturen 
blockiert wird, um eine frühzeitige Reaktion zu verhindern. Dadurch 
wird die Polymerase steuerbar. Um die Blockade aufzuheben, findet 
vor Beginn der PCR eine 10-minütige Denaturierungsphase statt, in der 
auf 95 °C erhitzt wird. Die Hitze bewirkt zusätzlich die Denaturierung 
der DNA, sodass sie in Einzelsträngen vorliegt.  
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Die “Cycling“-Phase beginnt mit 10 s bei 95°C und wird anschließend 
auf 55°C herabgekühlt, um diese Temperatur 10 s zu halten. Hier findet 
die Fluoreszenz- Messung bzw. Detektion statt.  
Es folgt ein erneuter Temperaturanstieg auf 72°C, der für 12 s gehalten 
wird, bevor erneut auf 95°C erhitzt wird. Dann beginnt der Zyklus von 
neuem.  
Der Zyklus wird im gesamten Lauf 50 Mal wiederholt.  
Im Anschluss findet zur Schmelzpunktanalyse ein weiteres Intervall 
statt, das mit einem Temperaturabfall auf erst 62°C für 10 s und dann 
kurz auf 40°C beginnt. Von 40°C wird die Temperatur kontinuierlich auf 
95°C erhöht, wo die Abkühlphase beginnt. 
 
Abb.5 PCR -Temperaturzyklus im LightCycler 480 
 
3.4.2.4      Amplifikationsanalyse 
Die Amplifikationsanalyse findet in der Cycling- Phase statt. Im MIX1 
befinden sich so genannte HybProbes, die als fluoreszierende Sonden 
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fungieren. Dabei trägt eine Sonde am 5´- Ende ein Fluorescein 
Farbstoff, die andere einen Farbstoff genannt RedX. Die Target-
Regionen der Sonden liegen benachbart. Während des 
Abkühlvorgangs auf 55°C sind Sonden sowie Primer in der Lage, an 
ihre komplementären Sequenzen in der DNA zu binden. Eine 
Lichtquelle regt die Fluorescein-markierungen der Sonde 1 mit Licht 
der Wellenlänge von 530 nm an. Sobald die beiden Sonden 
nebeneinander auf der Zielsequenz binden können und die beiden 
Farbstoffmoleküle sich annähern, kommt es über das angeregte 
Fluorescein-Molekül zu einer Resonanz-übermittelten Anregung des 
Farbstoffmoleküls RedX auf der benachbarten Sonde. Dabei wird Licht 
mit einer definierten Wellenlänge von 640nm emittert, das im 
LightCycler Gerät quantitativ und für jede Reaktionskapillare getrennt 
gemessen wird. Kann nur eine von beiden Sonden binden, wird Licht 
einer anderen Wellenlänge abgegeben, das aber für unsere Zwecke 
als unspezifisch galt und auch nicht detektiert wurde.  
Die graphische Aufzeichnung ergibt für das mecA- Gen sowie für den 
ß-Globin-Nachweis einen deutlichen linear-logarithmischen Anstieg. 
Der Cp-Wert gibt denjenigen PCR-Zyklus an, bei dem der erste Anstieg 
der Kurve zu verzeichnen ist. Für den ß-Globin– Nachweis sollte der 
Cp-Wert  zwischen 15-37 liegen, um als positiv zu gelten. Für den 
mecA-Gen Nachweis sollte der Cp-Wert unter 34 liegen. Die 
Unterscheidung zwischen S. aureus und Spezies erfolgt über die 
Schmelzkurvenanalyse. 
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Abb.6 Amplifikationskurven mit linear-logarithmischem Anstieg  
3.4.2.5       Schmelzkurvenanalyse 
Die Schmelzkurvenanalyse findet während des letzten 
Temperaturanstiegs statt, am Ende des Laufs. Dabei wird während der 
gesamten Zeit des kontrollierten Temperaturanstiegs im 
Reaktionsgefäß die Fluoreszenz gemessen. Die endgültige 
Unterscheidung zwischen S.aureus und KONS findet durch die 
Schmelzkurvenanalyse statt. Die spezifischen Sonden zeigen hier 
einen charakteristischen  Wert für den mecA- Gen Nachweis. Dieser 
liegt bei  Tm =64 -+2 °C (Abb.5). Werte, die darunter fallen, sind als 
KONS zu werten. Tm von ß-Globin soll bei 56-60 °C liegen. 
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Abb.7 Schmelzkurvendiagramm des mecA-Gen Nachweises mit zwei für 
S.aureus positiven Proben 
3.4.2.6 Analysen von Positiv- und Negativ-Kontrolle 
Die Negativ-Kontrolle darf weder während der Amplifikationsanalyse, 
noch während der Schmelzkurvenanalyse einen Anstieg aufweisen. 
Die Positiv-Kontrolle soll in beiden Analysen einen deutlichen Anstieg 
zeigen  
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Abb.8 Amplifikationskurve mit unauffälliger Positiv- und 
Negativkontrolle 
 
3.4.3    Besonderheiten des LightCycler 480 
Der LightCycler 480 hat zwei Besonderheiten gegenüber anderen 
Plattensystemen. Er enthält eine sog. Thermobase, ein unter der Platte 
liegendes Wärmeelement, welches bewirkt, dass eine einheitliche 
Erwärmung der Platte stattfindet. Durch dieses System ist er in der 
Lage, beim Erhitzen eine Temperaturänderung von 4,4°C / s 
durchzuführen. 
Ein Problem der Plattensysteme ist der sogenannt Paralaxenfehler. 
Dieser entsteht, wenn die gesamte Platte durch allein eine Lichtquelle 
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bestrahlt wird. Die Proben, die sich dabei in der Mitte der Platte 
befinden, werden korrekt angestrahlt, weil sie sich im richtigen Winkel 
zur Lichtquelle befinden. Im Randbereich dagegen wird aufgrund des 
Winkels nur ein Teil der Lösung angestrahlt und damit auch detektiert. 
Der LightCycler 480 löst dieses Problem, indem er den Strahlengang 
mehrfach umlenkt und somit eine große Distanz zwischen Probenplatte 
und Strahlenquelle simuliert. Dadurch treffen die Strahlen nahezu 
parallel auf die gesamte Platte, sodass die Reaktion aller Proben 
korrekt ablaufen und detektiert werden kann. 
 
3.4.4     Befundinterpretation 
Die Probe wurde als positiv gewertet wenn die Amplifizierungsanalyse 
sowie die Schmelzkurvenanalyse ein eindeutig positives Ergebnis 
ergaben. Zum anderen durfte weder Positiv- noch Negativ-Kontrolle 
Auffälligkeiten zeigen. 
 
3.5 Statistische Auswertung 
Um eine Vergleichbarkeit herzustellen, wurden aus den Ergebnissen 
folgende Werte ausgerechnet: 
• Sensitivität: Sie ergibt sich aus einem Quotienten. Der Zähler wird 
gebildet aus den „richtig Positiven“. Der Nenner ergibt sich aus der 
Summe des Wertes des Zählers und den „falsch Negativen“.  
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Um den Wert prozentual angeben zu können, wird er mit 100 
multipliziert(14).                                 Sensitivität = 100 × a/(a+c) 
 
• Spezifität: Sie ergibt sich aus einem Quotienten. Der Zähler wird 
gebildet aus den „richtig Negativen“. Der Nenner ergibt sich aus der 
Summe des Wertes des Zählers und den „falsch Positiven“.  
Um den Wert prozentual angeben zu können, wird er mit 100 
multipliziert(14).                                    Spezifität = 100 × d/(d+b) 
 
• PVW (positiver Vorhersagewert): Der positive Vorhersagewert ergibt 
sich aus einem Quotienten. Der Zähler wird gebildet aus den „richtig 
Positiven. Der Nenner ergibt sich aus der Summe des Wertes des 
Zählers mit den „falsch Positiven“.  
Um den Wert prozentual angeben zu können, wird er mit 100 
multipliziert(14).                                         PVW = 100 × a/(a+b) 
 
• NVW (negativer Vorhersagewert): Der negative Vorhersagewert 
ergibt sich aus einem Quotienten. Der Zähler wird gebildet aus den 
„richtig Negativen. Der Nenner ergibt sich aus der Summe des Wertes 
des Zählers mit den „falsch Negativen“. 
 Um den Wert prozentual angeben zu können, wird er mit 100 
multipliziert (14).                                         NPV = 100 × d/(c+d) 
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4.        Ergebnisse 
4.1       Ergebnisse aus dem Kulturnachweisen 
Nachdem man die Blut- sowie die Mannit-Platte im Rahmen der 
Routinediagnostik den in Abschnitt 3.3.3 geschilderten Testreihen 
unterzogen hatte, wurde die Auswertung zu einem gemeinsamen 
Ergebnis zusammengefasst. Dabei wurde festgehalten, ob und in 
welchem Maße sich Wachstum von S.aureus und/oder KONS zeigte 
und des weiteren, ob es sich bei den gefundenen S.aureus um MRSA 
handelte. Das Ergebnis wurde als Referenzwert für die anderen 
durchgeführten PCR-gestützten Nachweisverfahren sowie die 
CHROMagar™ Platte gewertet. 
 
4.1.1 Ergebnisse der Blutagar- und Mannit-Platte 
Insgesamt wurden 174 Proben untersucht. Nach den ersten 24 
Stunden wurden sie zum ersten Mal ausgewertet. Wenn sich kein 
eindeutig positives Ergebnis ergab, wurden die Proben weitere 24 
Stunden bebrütet, um sie danach ein zweites Mal abzulesen.  
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36 138 18        92          40 
 
Bei einigen Proben fanden sich Doppelbesiedelungen von koagulase-








4.1.2  Ergebnisse der CHROMagar™MRSA Platten 
Der CHROMagar™ ist ein Selektivmedium, das allein zur 
Identifizierung von MRSA entwickelt wurde. Hierbei soll nach 
Herstellerangaben die Verstoffwechslung zugesetzter chromogener 
Stoffe eine malven/rosafarbige Verfärbung der darauf wachsenden 
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MRSA Kolonien bewirken. Zur MRSA Diagnostik soll allein die 
Farbbestimmung der Kolonien ausreichen. 
Bei 37 Proben wurden die Platten nicht regelrecht abgelesen und 
bleiben deshalb in diesem Teil der Auswertung unberücksichtigt. Die 
Proben wurden einmal nach 24 Stunden und ein zweites Mal nach 48 
Stunden ausgelesen. Nach 48 Stunden wurde bei verdächtigen 
Kolonien zusätzlich ein Bestätigungstest mit dem Staphaurex®-Test 
durchgeführt.           
Nach 24 Stunden zeigten sich insgesamt 60 Platten bewachsen, 
darunter zeigten 32 Platten malven/rosafarbene Kolonien. Auf 77 von 
137 Platten konnte kein Wachstum beobachtet werden. 








negativ 71 3 28 
positiv 4 29 0 
 75 32 28 
Der Vergleich mit den Ergebnissen der Referenzkultur zeigt eine 
Abweichung bei 12 Proben. Dabei erkannte der CHROMagar 4 Proben 
als falsch positiv und 8 Proben waren als falsch negativ zu werten. 
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Tab.5: CHROMagar™ MRSA im Vergleich mit der Referenzkultur nach 24 
Stunden: 
Referenzkultur CHROMagar negativ CHROMagar positiv 
negativ 97 4 
positiv 8 28 
 
Nach 48 Stunden wurden die MRSA-spezifischen rosafarbenen 
Kolonien abgelesen und dokumentiert.  
Tab.6: CHROMagar™MRSA nach 48 Stunden 
CHROMagar negativ CHROMagar positiv 
96 41 
 
Der Vergleich mit der Referenzmethode zeigte deutliche Diskrepanzen. 
Dabei wichen 14 Proben von den Ergebnissen ab. CHROM™agar 
erkannte 10 Proben als falsch positiv und 5 Proben als falsch negativ 
im Vergleich mit der konventionellen Kulturmethode. 
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Tab.7: CHROMagar™MRSA im Vergleich mit der Referenzkultur nach 48 
Stunden 
Referenzkultur CHROMagar negativ CHROMagar positiv 
negativ 91 10 
positiv 5 32 
 
Bei Bakterienkolonien von 42 Proben bestand MRSA Verdacht, worauf 
der Staphaurex®-Test durchgeführt wurde. 
Tab.8: Ergebnisse Staphaurex®-Test nach 48 Stunden 
 negativ CHROMagar™ positiv 
Staphaurex®-Test 
positiv 
                   3 31 
Staphaurex®-Test 
negativ 
                   / 8 
 
Damit verbesserte der Staphaurex®-Test erheblich die Bilanz vom 
CHROMagar™ nach 48 Stunden. Alle 10 auf dem CHROMagar™ 
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"falsch positiven" Proben konnten als MRSA negativ identifiziert 
werden. 








negativ 101 0 
positiv 2 34 
 
Nach 24 Stunden betrug die Sensitivität für den CHROM™agar 77,8%, 
die Spezifität 96%. Der positive Vorhersagewert betrug 87,5% und der 
negative Vorhersagewert 92,3%. Nach 48 Stunden ohne 
Berücksichtigung des Staphaurex®-Tests ergaben Berechnungen eine 
Sensitivität von 86,1%, Spezifität von 90,1%, einen negativen 
Vorhersagewert von 94,8% und einen positiven Vorhersagewert von 
75,6%. Bei Berücksichtigung der Ergebnisse des Staphaurex®-Test 
kam es zu einer deutlichen Verbesserung der Sensitivität auf 100%, 
der Spezifität mit 100%, des negativen Vorhersagewerts mit 98,1% und 
des positiven Vorhersagewerts mit 100%. 
Bei 7 von den 10 auf CHROMagar™ falsch positiv getesteten Proben 
konnte eine Besiedelung von KONS oder MSSA festgestellt werden. 
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nach 48 Stunden 
KONS-Wachstum 2 4 





4.2 Ergebnisse aus der PCR 
Mithilfe der PCR am LightCycler®480 wurden 174 Proben untersucht. 
Nach Kontrolle der Positiv- wie Negativ-Kontrolle und Analyse der 
Amplifikationskurven und Schmelzkurven wurden die Ergebnisse 
anschließend mit der Referenzkultur verglichen. 
Dabei ergab die PCR bei 40 Proben ein MRSA positives Ergebnis. 
Beim Vergleich mit der Kultur zeigten sich bei 11 Proben 
Abweichungen. Darunter waren 8 Proben, bei denen die PCR positiv 
und die Kultur negativ ausfielen. Bei 3 Proben ergab die Kultur ein 
positives und die PCR ein negatives Ergebnis. 
Bei einer Probe erschien der ß- Globin Gen Nachweis negativ, was auf 
eine Inhibition der PCR- Reaktion oder einen unzureichend fest 
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abgenommenen Nasenabstrich hindeutete. Der kulturelle Nachweis 
und der SCCmec waren dabei auch negativ.  
 
Tab.11: Vergleich der PCR mit der Referenzkultur 
 PCR positiv PCR negativ 
Referenzkultur positiv 32 3 
Referenzkultur negativ 8 131 
  
Die Sensitivität betrug 91,4%, die Spezifität 94,2%, der negative 
Vorhersagewert 97,8% und der positive Vorhersagewert 80 %. 
Bei allen 8 PCR falsch-positiven Proben konnte in den kulturellen 
Nachweisverfahren eine Besiedelung von koagulase-negativen 
Staphylokokken festgestellt werden, bei einer Probe zusätzlich eine 
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5     Diskussion 
Die Resistenzentwicklung von Bakterien gegen Antibiotika stellt eine der 
großen Herausforderungen der heutigen Medizin dar. Sie ist mit 
erheblichen Kosten (19,22) und der Gefährdung von Patienten 
verbunden. Trotz massiver Bemühungen mit der Weiterentwicklung von 
Antibiotika (32) und Hygienemaßnahmen ist insbesondere die 
Ausbreitung von MRSA weiter im Ansteigen (31). Ein entscheidender 
Faktor zur Bekämpfung von MRSA ist die Verbesserung des MRSA-
Screenings (7,22). Durch eine zentrale Erfassung von gefährdeten 
Patienten könnten diese dann gezielt abgestrichen und mittels möglichst 
sensitiver und schneller Testverfahren untersucht werden. Der Bereich 
der mikrobiologischen Diagnostik ist geprägt von ständigen 
Weiterentwicklungen und Innovationen. Insbesondere die PCR-
Technologie versucht durch neue Testkonzepte ihre 
Einsatzmöglichkeiten zu erweitern und zu perfektionieren. Auch der in 
der Studie verwendete gezielte Nachweis der Integration des SCCmec-
Elements in das Genom von S. aureus Organismen gehört zu den 
neuen Konzepten. 
Ein anderer Ansatz zur Verbesserung des MRSA-Screenings ist die 
Weiterentwicklung chromogener MRSA-selektiver Nährböden, die den 
Nachweis von MRSA mit höherer Sensitivität und Spezifität erlauben 
sollen.  
Beide Konzepte wurden in dieser Studie durchgeführt, bewertet und 
miteinander verglichen. 
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5.1     Patientenmaterial 
In unserer Studie wurden Proben von Patienten entnommen, die 
bereits positiv gemeldet waren oder Risikopatienten entsprachen. Die 
in dem Studienzeitraum als MRSA positiv getesteten Patienten 
entsprachen nicht der Gesamtzahl an MRSA positiven Patienten des 
Universitätskrankenhauses, da Patienten mit MRSA wirksamer 
Therapie und Patienten der Intensivstation nicht einbezogen wurden. 
Außerdem wurde jeweils nur ein Nasenabstrich durchgeführt, wodurch 
MRSA-Fälle unentdeckt bleiben konnten, die durch zusätzliche 
Abstriche von Wunden oder weiteren Körperstellen hätten erkannt 
werden können (38,5). Da sich diese Studie allein mit der 
vergleichenden Bewertung der diagnostischen Methoden befasste, 
konnten hier nicht alle MRSA positiven Patienten erfasst werden. 
Von den teilnehmenden Patienten war nicht bekannt, ob sie kurz 
vorher (unabhängig ihres individuellen MRSA-Status) einer MRSA-
wirksamen Antibiotikatherapie unterzogen worden sind. Auch wurde 
nicht festgehalten, ob der Patient Mupirocin-Salbe in die Nase 
bekommen hatte. Mupirocin wirkt hauptsächlich bakteriostatisch und 
kann somit zu einem kulturnegativen Ergebnis und zu einem falsch-
positiven PCR-Ergebnis führen. 
Die Proben eines Tages wurden gemeinsam ins Labor gebracht. Da 
die Abstriche nicht zeitgleich, sondern über den Vormittag und 
manchmal auch in den Nachmittag verteilt durchgeführt wurden, kamen 
die Proben nicht immer zur selben Zeit ins Labor. Dieser Umstand hat 
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zwar keinen Einfluss auf die spätere PCR-Analyse, jedoch auf die 
angesetzte Kultur. Die Kulturen wurden immer am folgenden Tag im 
Rahmen der Routine gegen ca.12 Uhr das erste Mal abgelesen. 
Kamen die Proben erst nach 12 Uhr des Abnahmetages ins Labor, 
konnte es vorkommen, dass die vorgegebenen 24 Stunden als 
Ablesezeitpunkt unterschritten wurden und damit Kolonien erst zum 
zweiten Ablesezeitpunkt erkannt werden konnten. 
 
5.2     Kulturergebnisse 
Die Ergebnisse nach 24 Stunden des CHROMagars mit Sensitivität 
77,8% und Spezifität 96% waren mit den Ergebnissen andere Studien 
durchaus vergleichbar. Auch wenn Stoakes et al. oder Han et al. in 
ihren Studien mit Sensitivitäten von 82% und 87,2% und einer 
Spezifität von 99% und 99,3% etwas bessere Werte erzielten, erhielten 
wir doch akzeptable Ergebnisse. Um das Ergebnis deutlich zu 
verbessern, hat sich der zusätzliche Einsatz vom Staphaurex zum 
S.aureus- Nachweis bewährt. Dadurch konnten Werte von annähernd 
100% erreicht werden. 
Die Abstrichproben der Studie wurden direkt vom Tupfer auf die Platte 
aufgetragen. Um die Sensitivität des Tests zu verbessern, könnte man 
die Probe zuvor für einige Stunden, oder wie in den Studien von 
Kluytmans et al. und Diederen et al. für 24 Stunden, anreichern. 
Allerdings würde das Zeit kosten und der Vorteil gegenüber der 
konventionellen Methode ginge verloren. 
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Die Auswertung der CHROMagar Platten ergab 10 falsch positive 
Proben. In 6 konnten koagulase-negative Staphylococcen 
nachgewiesen werden. Das entsprach den Beobachtungen von 
Walther et al. der in 6 falsch positiven Proben KONS nachwies. 
Bei den 5 falsch negativen Ergebnissen könnte eine zu geringe 
Keimzahl eine Rolle spielen, da der Tupfer nach der Blut und 
Mannitplatte beimpft wurde und es so zu einer ungleichen Verteilung 
gekommen sein könnte. 
 
5.3     PCR Ergebnisse 
Die SCCmec basierte PCR am LightCycler 480 ergab mit einer 
Sensitivität von 91,4%, einer Spezifität von 94,2%, negativem 
Vorhersagewert von 97,8% und positivem Vorhersagewert von 80 % 
insgesamt ein gutes Ergebnis. Studien mit verschiedenen SCCmec-
basierten Testsystemen ergaben Sensitivitäten von 90-100%, 
Spezifitäten von 93-99%, positive Vorhersagewerte von 80-95% und 
negative Vorhersagewerte von über 95% (33, 1 ,20 ,30 ,17 ,42). Damit 
liegen die Ergebnisse unserer Studie im Durchschnitt des 
internationalen Vergleichs. Der hohe negative Vorhersagewert sagt 
aus, dass die durchgeführte PCR zuverlässig negative Ergebnisse 
liefert und das zum sicheren Ausschluss von MRSA ausreicht. 
Der Vergleich mit der traditionellen Kultur als "Referenzmethode" ergab 
8 falsch positive PCR-Ergebnisse. Diese falsch positiven Werte 
konnten sich durch Folgendes ergeben haben. Die PCR dient allein 
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zum gezielten Nachweis von DNA-Material. Dabei wird nicht 
unterschieden, ob die Bakterien lebend, also vermehrungsfähig, oder 
"tot" waren und nur noch in Form von Zellbestandteilen und DNA 
vorlagen. Somit kann bei Patienten, die zuvor eine entsprechende 
Antibiotikatherapie durchlaufen haben, die PCR positiv ausfallen, 
obgleich die Bakterien durch erfolgreiche Antibiose inaktiviert wurden.  
Eine weitere Möglichkeit für falsch positive Ergebnisse stellt in unserem 
Fall der Gebrauch von Mupirocin-Salbe dar. Auch hier gilt das Prinzip, 
dass Bakterien dadurch inaktiviert wurden. Bei nachträglicher 
Betrachtung der mikrobiologischen Befunde dieser Patienten zeigte 
sich, dass bei 5 von 8 Fällen in früheren Proben MRSA auch kulturell 
nachgewiesen werden konnte. 
Eine andere Erklärungsmöglichkeit ergibt sich durch KONS, die bei 
allen 8 Proben nachgewiesen wurden. Man konnte bestimmte KONS 
isolieren, die einerseits die SCCmec Kassette enthielten, aber auch 
Nachbarsegmente, der für S.aureus spezifischen Integrationsstelle 
orfX. KONS Isolate mit solch homologen Sequenzstrukturen können, 
wenn auch bisher weltweit nur in sporadischen Einzelfällen beobachtet, 
bei SCCmec gestützten PCR Nachweissystemen ein falsch positives 
Ergebnis für MRSA verursachen (33, 27, 8). 
Bei 3 der Proben ergab die PCR, im Vergleich mit der traditionellen 
Kultur als "Referenzmethode", ein falsch negatives Ergebnis. Dies kann 
sich zum einen  durch eine zu geringe Keimzahl erklären lassen (sog. 
sampling error). In der Theorie wäre ein einzelner DNA-Strang und 
damit ein MRSA-Erreger ausreichend, um ein positives Ergebnis in der 
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PCR hervorzurufen. Doch wie des Öfteren kann die Theorie so nicht in 
die Praxis umgesetzt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Nachweisgrenze bei ca. 30 bis 50 Genomäquivalenten des Erregers 
pro PCR Nachweisreaktion liegt (12). Da dem Untersuchungsmaterial 
zur DNA-Isolierung mehrere Lösungen (Lyse Puffer, Lysostaphin, 
Proteinase K) hinzugefügt wurden, vergrößert sich die Menge auf ca. 
260µl. Von jeder Abstrichprobe können jedoch nur 5µl als 
Ausgangsmaterial in die eigentliche PCR-Reaktion eingesetzt werden. 
Durch die Verdünnung sind im ursprünglichen Probenmaterial ~2600 
Erreger nötig, um eine Reaktion auszulösen.  
Ein ähnliches Problem kann sich durch den einen Tupfer ergeben 
haben, der für beide Reaktionen verwendet wurde. Dabei kann es zu 
einer unregelmäßigen Verteilung des Untersuchungsmaterials 
kommen, was zu einer Diskrepanz der Ergebnisse führen kann. 
Des Weiteren könnten die falsch negativen Ergebnisse durch eine nicht 
erkannte Inhibition der Reaktionen aufgetreten sein. Inhibitionen 
können z.B. durch Medikamentenreste o.ä. am Abstrichort entstehen. 
Andere Testsysteme beinhalten zusätzlich interne Kontrollen, die ein 
solches Ereignis aufzeigen. Doch hat sich auch gezeigt, dass durch die 
Anwesenheit von internen Kontrollen ein gewisser Teil der Effizienz der 
Amplifikations- und Detektionsreaktion eingebüßt wird. Dies würde 
dann bei einigen Proben zu dem schon angesprochenen Problem `zu 
geringer Keimzahl` führen. 
Andere Studien konnten belegen, dass das Ergebnis verbessert 
werden kann, wenn zuvor eine kulturelle Vor-Anreicherung der Erreger 
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über mehrere Stunden durchgeführt wurde. Dabei kann die 
Nachweisgrenze auf bis zu 10 Erreger pro Abstrich herabgesetzt 
werden (12). Allerdings verzögert sich dadurch das Ergebnis meist um 
einen Tag. 
5.4     Vergleich der Kultur mit der PCR 
Der Vergleich beider Methoden miteinander ergibt, dass jede seine 
Vorteile und Nachteile hat. Die konventionelle Kulturmethode wird 
heutzutage als Goldstandard angesehen. Allerdings benötigt der 
MRSA-Erregernachweis über konventionelle Kulturverfahren 
mindestens 24 Stunden, meistens aber zwischen 48-72 Stunden bis 
das Ergebnis bekannt wird. Dieser Zeitrahmen bedeutet bei 
vorsorglicher Isolierung des Patienten bis zu 3 Tage Isolierung, was mit 
psychischer Belastung für den Patienten, Belastung fürs Personal und 
zusätzlichen Kosten für das Krankenhaus einhergeht. Insbesondere 
auf Intensivstationen, wo Patienten unter ständiger Überwachung und 
Pflege stehen, sind die oben genannten Faktoren durch eine unnötige 
Isolierung verstärkt. 
Wird der Patient nicht isoliert, wie es häufig vorkommt, bedeutet diese 
Zeit die Möglichkeit für den Keim, sich auch auf benachbarte Patienten 
und Personal auszubreiten und im schlimmsten Fall einen MRSA-
Ausbruch auszulösen.  
Die neuen chromogenen Medien stellen einen guten Ansatz da, den 
kulturellen Nachweis zu beschleunigen. Mit der Unterstützung eines 
zusätzlich durchgeführten Latex-Agglutinationstests können sehr 
sichere Ergebnisse erzielt werden. Allerdings würde das kaum Zeit 
  52 
einsparen, da manche Kolonien erst nach 48 Stunden sichtbar wurden. 
Damit könnte auch erst zu dem Zeitpunkt der eindeutige S.aureus 
Nachweis durchgeführt und befundet werden. 
Die am LightCycler 480 durchgeführte PCR benötigte ca.1.5 Stunden. 
Die zuvor durchzuführenden DNA-Isolierungsmethoden nahmen 
abhängig von der Probenanzahl 1.5 bis 2.5 Stunden in Anspruch. 
Somit lag das Ergebnis des Nukleinsäure-gestützten Direktnachweises 
von MRSA ca. 3–4 Stunden nach Probeneingang vor. Im Vergleich zur 
kulturellen Diagnostik ist das eine enorme Zeiteinsparung. Durch ein so 
schnelles Vorliegen der Ergebnisse treten die zuvor beschriebenen 
Risiken, durch einen um Tage verzögerten Befund, in diesem Fall nicht 
auf. Auch ambulante Patienten können nach kurzer Wartezeit mithilfe 
der PCR- Diagnostik untersucht werden, ohne tagelang auf das 
Ergebnis warten zu müssen.  
Die erzielten Ergebnisse hinsichtlich Sensitivität, Spezifität, negativem 
Prädiktionswert und positivem Prädiktionswert reichen aus, um eine 
Infektion bzw. Besiedelung mit MRSA auszuschließen, nicht aber, um 
diese mit absolut hoher Sicherheit zu bestätigen. Dieser Umstand 
macht einen zusätzlichen kulturellen Nachweis nötig. Auch ist es 
problematisch, wenn aufgrund der vermeintlich hohen Sensitivität PCR-
Ergebnisse zur Aufhebung von Isolierungsmaßnahmen herangezogen 
werden, da die Methode auch bei inaktiven Keimen bzw. noch Tage bis 
Wochen nach erfolgreicher Eradikationsbehandlung zu positiven DNA-
Nachweisen führen kann. 
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Um das Resistenzverhalten der Erreger zu untersuchen, kann die PCR 
die Kultur allerdings nicht ersetzen. Aber auch bei Einsatz neuerer 
chromogener Medien kann der Schritt der konventionellen 
Resistenztestung nicht umgangen werden. 
5.5     Kosteneffizienz  
Um die kulturellen und die Nukleinsäure-gestützten Nachweisverfahren 
für MRSA gegeneinander abzuwägen kann der Kostenfaktor nicht 
ungeachtet bleiben. Bei Betrachtung der Kosten allein für das Material 
der Tests ergibt sich ein klarer Vorteil der kulturellen Methode 
gegenüber dem PCR-gestützten Verfahren. Allein Anschaffungskosten 
von mehreren Zehntausend Euro für die Geräte zur DNA-Isolierung 
und PCR zeigt einen deutlichen Mehraufwand. 
Um die Kosteneffizienz der beiden Nachweismethoden abzuwägen, 
reicht es nicht aus sich die Kosten für die einzelnen Tests zu 
betrachten. 
Eine Studie von Conterno et al. konnte in einer präzisen Analyse 
zeigen, dass die Kostendifferenz beider Methoden nur relativ gering ist, 
wenn man sich die Kosten eines MRSA-Ausbruchs betrachtet, die wie 
in der Aufstellung nach M.Kanerva et al. im 7-stelligen Euro Bereich 
lagen. Um solche Ausbrüche zu verhindern, ist ein umfangreiches und 
schnelles Screening nötig. Bei hoher Inzidenzrate, wie bei einem 
Ausbruch oder auch auf vielen Intensivstationen, gilt der schnelle PCR-
gestützte Nachweis, als kosteneffektiv (22). Für ein generelles 
Screening bei  niedriger Inzidenzrate hat der PCR-gestützte Nachweis 
aus Kostengründen noch Schwierigkeiten sich durchzusetzen (1). Doch 
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eine noch so schnelle Diagnostik bringt wenig, wenn die nötigen 
Hygienemaßnahmen nicht eingehalten werden, um eine Ausbreitung 
innerhalb der Stationen zu verhindern. Besonders auf den 
Intensivstationen, welche das größte Einsatzgebiet der PCR-gestützten 
Schnelltests darstellen, ist die Umsetzung der strikten 
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6. Zusammenfassung 
Die besorgniserregende MRSA-Inzidenz in Deutschland erfordert neue 
Strategien. Insbesondere in Sachen Prävention müssen Veränderungen 
stattfinden, da sie im Kampf gegen MRSA eine entscheidende Rolle 
spielt. Das beinhaltet u.a. ein striktes Screening, um bei MRSA-
positiven Patienten schnellstmöglich Schutzisolierung sowie 
Therapiemaßnahmen einzuleiten. Damit soll eine weitere Ausbreitung 
auf Personal und andere Patienten verhindert werden. 
Neuentwicklungen auf dem Gebiet der Diagnostik wollen diesen 
Forderungen nachgehen. 
Zum einen sollen neue chromogene Medien den kulturellen Nachweis 
von 72-48 Stunden auf 24 Stunden verkürzen und durch selektives 
Wachstum die Identifizierung von MRSA vereinfachen. 
Andererseits zeigen Fortschritte in der PCR-Diagnostik, dass gute 
Ergebnisse auch schon nach 2,5 Stunden vorliegen können. 
In unsere Studie wurden beide Verfahren miteinander verglichen. Es 
wurde ein SCCmec PCR-Nachweis am LightCyler 480 durchgeführt 
und gleichzeitig CHROMagar™ MRSA Selektivplatten mit dem 
Probenmaterial beimpft. Als Referenz fand parallel ein konventioneller 
Kulturnachweis auf Blutagar- und Mannit-Platten statt.  
Der CHROMagar™ konnte erst nach Bestätigung der verdächtigen 
Kolonien durch den Staphaurex ® -Agglutinationstest ein zuverlässiges 
Ergebnis liefern. Allerdings galt das erst nach 48 Stunden Bebrütung. 
Somit ging der erwartete Zeitvorteil gegenüber der konventionellen 
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Methode weitgehend verloren. Insgesamt betrachtet stellt der 
CHROMagar™ MRSA jedoch in mikrobiologischen Laboratorien ohne 
molekulare Diagnostik eine hilfreiche und einfache Alternative zu 
konventionellen Nachweisverfahren dar. 
Eine enorme Zeiteinsparung konnten wir dagegen mit dem PCR-
gestützten Nachweis erzielen. Man erhielt innerhalb von 2,5 – 3,5 
Stunden gute und aussagekräftige Ergebnisse, die ausreichten, um 
MRSA sicher auszuschließen. Nur bei den Kosten pro durchgeführten 
Test konnte der PCR- Nachweis nicht mit konventionellen Methoden 
konkurrieren. Bei einem zirka zehnfach höheren Kostenaufwand 
gegenüber den Kulturverfahren sind die Anwendungsbereiche noch 
eingeschränkt. Allerdings bleiben bei einem bloßen Vergleich der 
reinen Material- und Personalkosten diejenigen gesamtökonomischen 
Einsparungen in einem Krankenhaus, die mit der Schnelligkeit der 
PCR-gestützten Nachweisverfahren und der damit verbunden 
schnellen Befundübermittlung verbunden sind, weitgehend 
unberücksichtigt.    
Die Frage nach dem optimalen Nachweisverfahren für MRSA lässt sich 
abschließend nicht so leicht beantworten. Sowohl PCR-gestützte wie 
auch neue kulturelle Verfahren finden heutzutage, abhängig von Klinik 
und Labor, ihre sinnvollen Anwendungs- und Einsatzgebiete. Der PCR-
gestützte Nachweis ist zwar deutlich schneller, allerdings schränken 
bislang die höheren Kosten vielerorts den Einsatz ein. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Entwicklungen 
innerhalb der modernen MRSA-Diagnostik konsequenterweise in 
Richtung schnellerer und sichererer Nachweisverfahren führen.    
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